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RESUMEN

El reconocimiento antigénico gatilla en el linfocito T CD8+ virgen varias cascadas de
sefializacion intracelular, las cuales promueven su activacion y diferenciacion en linfocitos
T citotéxicos o de memoria. Los linfocitos T citotdxicos cumplen un rol esencial en la
eliminacidn de células tumorales y células infectadas a través de multiples mecanismos
efectores, los cuales incluyen la produccién de granzima B, perforina y citoquinas
proinflamatorias. Se ha reportado que la funcién efectora de los linfocitos T CD8+ es
inhibida por accién de la adenosina, la cual se une a receptores A2A presentes en estos
linfocitos. La adenosina extracelular es producida principalmente mediante la hidrdlisis de
ATP por accidn de las ectonucleotidasas CD39 y CD73, siendo CD73 la enzima que cataliza
la etapa final de la hidrdlisis de AMP a adenosina. En nuestro laboratorio, hemos
demostrado que CD73 se expresa en linfocitos T CD8+ virgenes y de memoria, sin embargo,
aun se desconoce la funciéon que cumpliria esta ectonucleotidasa durante la activacion
linfocitaria. En base a estos antecedentes, postulamos que la sefializacién autocrina de
adenosina producida por CD73 controla las vias de sefializacién provocando una reduccion
en la activacion de los linfocitos T CD8+ virgenes y su diferenciacion en células citotodxicas.
Para esto evaluamos la cinética de expresidon de los componentes moleculares de la
sefializacion adenosinérgica en células T CD8+ luego de su activacién. A continuacién,
buscamos demostrar el papel de CD73 en la sefializacion mediada por adenosina y en la
funcién citotéxica de los linfocitos T CD8+. Nuestros resultados demuestran que los

linfocitos T CD8+ producen adenosina y poseen los componentes necesarios para la



sefializacion adenosinérgica, entre los cuales se encuentra CD39, CD73 y el receptor A2A de
adenosina. Mas auln, mediante experimentos in vitro e in vivo demostramos que la
activacion de los linfocitos T CD8+ induce la expresidn de estos componentes en las células
qgue presentan un perfil efector. Finalmente, a través de la utilizacién de un modelo murino
knockout para CD73, demostramos que esta ectonucleotidasa reduce la activacién, el
programa efector y la capacidad citotdxica de los linfocitos T CD8+. Nuestros datos sugieren
gue CD73 es un punto de control inmune en la activaciéon y diferenciacion de los linfocitos
T citotdxicos. Asi, CD73 emerge como un nuevo blanco terapéutico de manera de mejorar
el potencial citotdxico de los linfocitos T CD8+ y asi potenciar las terapias antitumorales

existentes.



ABSTRACT

Antigen recognition by naive CD8+ T lymphocytes triggers several intracellular
signaling cascades, which promote their activation and differentiation into cytotoxic or
memory T cells. Cytotoxic T lymphocytes play an essential role in the elimination of tumoral
and infected cells through various effector mechanisms, which include the production of
granzyme B, perforin, and pro-inflammatory cytokines. It has been reported that the
effector function of CD8+ T cells is inhibited by adenosine through the engagement of A2A
receptors on T cells. Extracellular adenosine is produced mainly through ATP hydrolysis by
the tandem action of CD39 and CD73 ectonucleotidases, being CD73 the enzyme that
catalyzes the final stage of AMP hydrolysis to adenosine. In our laboratory, we have shown
that CD73 is expressed in naive and memory CD8+ T cells, however the role that this
ectonucleotidase plays on T cell activation is still unknown. Based on these findings, we
postulate that autocrine adenosine signaling produced by CD73 controls signaling pathways
causing a reduction in the activation of naive CD8 + T lymphocytes and their differentiation
into cytotoxic cells. To test this hypothesis, we analyzed the expression of the molecular
components of the adenosinergic signaling in CD8 + T cells during their activation. Next, we
evaluated the role of CD73 in adenosine signaling and the cytotoxic function of CD8 + T
lymphocytes. Our results show that CD8 + T lymphocytes produce adenosine and possess
the main components for adenosinergic signaling, including CD39, CD73 and the adenosine
A2A receptor. Furthermore, through in vitro and in vivo experiments we demonstrated that

the activation of CD8 + T lymphocytes induces the expression of these components in cells



with an effector profile. Finally, using a knockout model for CD73, we demonstrate that this
ectonucleotidase reduces the activation, effector program and cytotoxic capacity of CD8+ T
cell. Our results suggest that CD73 is an immune checkpoint in the activation and
differentiation of cytotoxic T lymphocytes. Thus, CD73 emerges as a new therapeutic target
to improve the cytotoxic potential of CD8 + T lymphocytes and thus enhance existing

antitumor therapies.



1. INTRODUCCION

1.1.Diferenciacidn de los linfocitos T CD8+

Los linfocitos T CD8* son células altamente especializadas en la eliminacién de
células tumorales y células infectadas con patdgenos intracelulares como virus, bacterias y
protozoos. Debido a estas caracteristicas, estos linfocitos se han estudiado para ser
utilizados en inmunoterapias contra el cancer (Dudley et al., 2008; Hinrichs et al., 2009;
Zhao et al., 2009) y contra infecciones virales (Barber et al., 2006; Cartwright et al., 2016),
por lo que se ha vuelto relevante conocer los estimulos que influyen en la generacidn de

linfocitos T CD8+ activos y funcionales.

Los linfocitos T virgenes circulan por el cuerpo en estado de reposo hasta que se
activan en los 6rganos linfoides, bazo o tejidos linfoides asociados a mucosas. En estos
érganos, los linfocitos T virgenes se encuentran con células presentadoras de antigenos
(APC) que presentan antigenos en el complejo principal de histocompatibilidad (MHC). El
contacto especifico entre el receptor de linfocitos T (TCR) en las células T y el complejo
MHC-péptido inicia el reconocimiento del antigeno a través de su receptor clonotipico y en
conjunto con sefiales de co-estimulacion y citoquinas inflamatorias provoca la activacién de
las células T (Kaech and Cui, 2012). La activacion del TCR induce una cascada de sefializacion
intracelular que lleva a la fosforilacion de sus motivos de activacion inmunorreceptores
basado en tirosina (ITAM) por la tirosina quinasa Lck. Esto permite reclutar a la proteina
guinasa asociada a cadena zeta (ZAP-70) que también es activada y fosforila a otras

moléculas de sefializacién como LAT, SLP-76 entre otras (Rossy et al., 2012; Hwang et al.,



2020). Luego varias vias de sefializacion pueden ser desencadenadas, como la activacién de
la enzima fosfolipasa C (PLC-1), la activacidn de la via de las MAP quinasas y la activacién de
la PI3 quinasa (PI3K), lo que permite la activacion de los factores de transcripcidon que

inducen genes de citoquinas y otras proteinas efectoras (Hwang et al., 2020).

Una vez activadas, las células T CD8+ experimentan la expansiéon clonal y la
diferenciacién terminal hacia células efectoras citotéxicas de vida corta (SLECs por short
lived effector cells) o a células efectoras precursoras de memoria (MPECs por memory
precursor effector cells). Su citotoxicidad es mediada por la liberacién de moléculas como
granzima B GzmB y perforina, las cuales actian directamente sobre la célula blanco y
citoquinas inflamatorias como interferén gama (IFN-y) y factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a) (Hamann et al., 1997; Bono et al., 2007; Kaech and Cui, 2012).

Luego de la eliminacidn del patdgeno, la mayoria de los linfocitos T efectores muere
y solo una pequefia poblacién de células permanece como células T especificas de memoria
contra el antigeno (5-10% aproximadamente). Las células de memoria presentan una alta
capacidad de proliferacidn, sobrevida y una baja citotoxicidad, pero pueden diferenciarse a
una poblacidn efectora, luego de ser estimuladas con el mismo antigeno. Asi, se distinguen
3 poblaciones de células T CD8+ de memoria; células T de memoria central (Tcm) que migran
a los tejidos linfoides secundarios y la sangre; células T de memoria efectores (Tem) que se
ubican en los tejidos periféricos, sangre y bazo (Sallusto et al., 1999); y células T de memoria
residentes de tejido (Trm) que residen en el cerebro y en las mucosas. Las células Tcwm

presentan un perfil migratorio similar a las células T virgenes, debido a la expresion de



CD62L y CCR7, moléculas involucradas en la residencia en linfonodos secundarios (Hamann

et al., 1997; Bono et al., 2007; Kaech and Cui, 2012).

La diferenciacion de las células T CD8+ es un proceso complejo que involucra
numerosas vias de sefializacion intercomunicadas. Mientras ocurre la activacion, los
linfocitos T transitan a través de una progresiva diferenciacidon desde células virgenes hacia
células efectoras, proceso en el cual pierden su potencial proliferativo y de sobrevida, pero
adquieren moléculas citotdxicas, cambian su patrén migratorio y adquieren finalmente la
expresion de proteinas asociadas a senescencia (ej. KLRG1) (Remmerswaal et al., 2019). Los
factores de transcripcion que regulan los programas génicos de células efectoras y de
memoria, funcionan en pares como Eomes/T-bet, Bcl-6/Blimp-1, ID3/ID2, y STAT3/STATA4,
siendo los primeros (Eomes, Bcl-6, ID3 y STAT3) involucrados en la diferenciacion de células
de memoria y los ultimos (T-bet, Blimp-1, ID2 y STAT4) en la diferenciacién a células

efectoras.

El modelo mas aceptado actualmente de diferenciacién celular propone que el
programa efector y de memoria dependen de la fuerza de sefializacién a través del complejo
molecular del TCR, siendo una fuerte senalizacién a través del TCR inductora del fenotipo
efector, mientras el fenotipo de memoria seria una consecuencia de una sefalizacién mas
débil (Chang et al., 2014). Luego, las células activadas sufren un aumento de proliferaciéony
de biomasa, donde incrementan su nimero de 100 a 10.000 veces, lo que es acompanado
con un cambio en el metabolismo o switch metabdlico, la generacidén de energia y la

produccién de biomoléculas (Gerlach et al., 2010; Chang et al., 2014). Entender los factores



que controlan la diferenciacion de las células T CD8+ hacia linfocitos efectores y de
memoria, puede mejorar las terapias contra el cdncer que se basan en una mayor

efectividad de la actividad citotdéxica antitumoral.

1.2. Sefalizacidén purinérgica en el sistema inmune

La via de sefializacion purinérgica es una via altamente conservada que regula varios
aspectos criticos de la respuesta inmune. La sefalizacién purinérgica estd mediada por
nucledtidos de purina y nucledsidos como adenosin trifosfato (ATP), adenosina y diferentes
receptores que se expresan ampliamente en las células inmunes (Eltzschig et al., 2012). En
condiciones homeostaticas, el ATP extracelular (eATP) se encuentra en muy bajas
concentraciones (en el rango nM). Durante el proceso inflamatorio y en condiciones de lisis
celular, apoptosis o estrés celular, se provoca la liberacién de ATP, ADP y otros nucleétidos
en el espacio extracelular, llegando a concentraciones micromolares (Bours et al., 2006). El
ATP liberado durante el dano tisular representa una potente "sefial de peligro" o patrén
molecular asociado al dafio (DAMP) que tiene efectos quimiotacticos y excitadores en las
células inmunes provocando una respuesta proinflamatoria (Di Virgilio and Vuerich, 2015;
Cekic and Linden, 2016). El ATP también puede liberarse durante la activacion de las células
T a través de canales de pannexina-1, participando en un circuito de retroalimentacién

positiva que promueve la activacion de las células T (Schenk et al., 2008).

El ATP liberado al medio extracelular se une a los receptores purinérgicos P2,
induciendo respuestas inmunes proinflamatorias. El eATP se encuentra en bajas

concentraciones en los tejidos sanos, entre 10 -100 nM, y las células inmunes son muy



sensibles a pequefias variaciones en su concentracion. Ademas, el eATP se degrada
rapidamente y se une a receptores de membrana especificos (Pellegatti et al., 2008; Di Virgilio
and Adinolfi, 2017; Morciano et al., 2017). Se distinguen 2 tipos de receptores P2 segun sus
propiedades estructurales; P2Y y P2X. Los P2YR son receptores acoplados a proteina G que
son activados por ATP, ADP, trifosfato de uridina (UTP), uridina difosfato (UDP) y UDP-
glucosa. Los receptores P2X son canales de cationes selectivos permeables a Na*, K* o Ca*?
y activados por ligandos (Di Virgilio et al., 2018). El P2X7R se destaca dentro de los
receptores de ATP, ya que presenta baja afinidad por ATP (ECs50>100um), por lo que se activa
durante la inflamacién cuando los niveles de ATP son muy altos. En concentraciones bajas
de ATP, P2X7R puede funcionar como un canal idnico, mientras que en concentraciones
mas altas de ATP o después de una sefalizacion sostenida de ATP, P2X7R puede formar un

gran poro que conduce a la apoptosis (Junger, 2011; Rivas-Yafiez et al., 2020).

Con el tiempo, los nucledtidos extracelulares se metabolizan a adenosina, lo que
conduce a una sefnalizacion reducida de receptores de tipo P2 y una sefializacién aumentada
através de receptores de adenosina o P1. Esta disminucion en la relacidon de ATP/adenosina,
provoca una reduccion de la sefializacién de ATP y un aumento de la activacién de los
receptores de adenosina (A2A y A2B), lo que sirve para limitar la extensién y duracion de la
inflamacidén (Cekic and Linden, 2016). La adenosina se produce de forma constitutiva como
resultado de procesos metabdlicos y aumenta en respuesta a la hipoxia celular y al estrés
celular, siendo capaz de atravesar la membrana celular (Yao et al., 2011). La adenosina

extracelular se produce también, a partir de la degradacidon de ATP y ADP por exonucleasas.



Asi, la adenosina estd disponible en todos los tejidos y érganos y cambia de concentracion

segun el tipo de tejido y las condiciones fisioldgicas (Cekic et al., 2013).

Las principales enzimas que hidrolizan el ATP y que se encuentran presentes en las
células inmunes son la ectonucleotidasa CD39 (NTPDase-1) que cataliza la conversién de
ATP a AMP (Robson et al.,, 2006), y la ectonucleotidasa CD73, que cataliza la
desfosforilizacion de AMP a adenosina (Regateiro et al., 2013). Estas enzimas se han

considerado fundamentales en la regulacién de la inmunidad y la inflamacién.

Células

Dendriticas Células
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TCR L K* Células T A2A / A2B T cAMP

Figura 1. Componentes de la senalizacion purinérgica. Los elementos clave de la
sefalizacidn purinérgica comprenden: la liberacién de ATP de las células inmunes en
respuesta a la activacion mediante la apertura de hemicanales de panexina 1 (panx1) y el
ATP liberado por células muertas, la activacién autocrina de los receptores P2, la hidrdlisis
de ATP y formacién de adenosina por ectonucleotidasas, y la activacion de los receptores
P1. La sefalizacidn purinérgica autocrina permite la estimulacién localizada porque puede
limitarse a regiones especificas y adaptarse a requisitos funcionales especificos. Ademas, a
estos procesos autocrinos se pueden sumar procesos paracrinos que son generados por
otras células o tejidos infectados o dafiados. Adaptado de Rivas-Yanez et al., 2020.
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1.3. Seializacién adenosinérgica en células T

La sefializacién de la adenosina es mediada por receptores acoplados a proteina G:
A1, A2A, A2B y A3. Los receptores Aly A3 estan acoplados a subunidad Gi/o, por lo que su
estimulacion inhibe la adenilato ciclasa, disminuyendo los niveles de cAMP. Mientras que
A2A y A2B estdn acoplados a la subunidad Gs que estimula la producciéon de cAMP (Allard
et al., 2012). En células T el receptor predominante es A2A y su expresion se induce luego
de la activacién (Lappas et al., 2005; Antonioli et al., 2013). La estimulacién a través de A2A
estd relacionada con efectos supresores en células T, células dendriticas, neutrdfilos,

macrofagos y otras células inmunes (Stagg and Smyth, 2010).

La activacidon de la via de sefalizacidon adenosinérgica a través de A2AR promueve
un aumento del cAMP intracelular (Linnemann et al., 2009) que lleva a la inhibicién de las
vias de sefializacion de activacion de las células T (Cekic et al., 2013). El cAMP inhibe enzimas
como PI3 quinasa (PI13K) lo que provoca la inhibicién de la actividad de Akt (Kim and Suresh,
2013) la cual es esencial para la proliferacidn celular y activacién de células T (Cekic et al.,
2013). Ademas, el aumento de cAMP provoca la activacién de la enzima quinasa PKA (Allard
et al., 2012; Cekic et al., 2013) que inhibe la fosforilacién de la quinasa ZAP-70 interfiriendo
con la sefializacion del TCR (Linnemann et al., 2009). Asi, se ha propuesto que la inhibicion
de la activacion del TCR mediante adenosina ocurriria a través de la acumulacion de
moléculas derivadas de dafio tisular, como ATP o adenosina (Sitkovsky et al., 2004), para

prevenir un dafio mayor tisular por sobre activacion del sistema inmune.
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Figura 2. Modelo propuesto de sefializacion de adenosina producida por CD73 en células
T CD8+. El modelo propuesto comprende los siguientes eventos (1) Adenosina extracelular
producida por CD73 se une a su receptor A2A. (2) Aumento del cAMP intracelular inhibe
PI3K y la via de activacidon de Akt. (3) El aumento de cAMP activa la enzima PKA, la que
inhibe la fosforilacion de ZAP-70 y con ello todas las vias rio abajo, como la activacién de
PLC, Ca+2, PKC y MAPKs. La seiializacion adenosinergica controla la sefalizacidon del
receptor de células T (TCR) vy, por lo tanto, controla la activacién y diferenciacién de células
T CD8 virgenes.

1.4. Inmunosupresion mediada por Adenosina

Como ha sido mencionado con anterioridad, la adenosina extracelular es producida
principalmente a través de la hidrélisis de ATP por accién de las ectonucleotidasas CD39 y
CD73, por lo tanto, la expresidn de estas enzimas determina en gran medida la capacidad

de la célula de producir adenosina. Se ha descrito que varias células del sistema inmune
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como linfocitos B, monocitos, células dendriticas, células natural killer (NK) y linfocitos T
CD4+, expresan CD39 y CD73 (Resta et al., 1998; Allard et al., 2017). En nuestro laboratorio,
hemos demostrado que CD73 se expresa en linfocitos T CD8+ virgenes y su expresion se

encuentra reducida en células con un fenotipo efector (Flores-Santibafiez et al., 2015).

Existen varios reportes del efecto de adenosina sobre los linfocitos T CD4+, pero sin
informacién sobre su efecto en células T CD8+. Se ha demostrado que la adenosina
extracelular previene la proliferacién, activacién, expansion clonal y produccidon de
citoquinas en este subset de células T CD4+ (Huang et al., 1997; Deaglio et al., 2007; Ohta
et al., 2009). Ademas, la estimulacién del receptor A2A inhibe la diferenciacién de células
Th1yTh2, ya que disminuye la proliferaciéon y la produccién de IL-2 en las células T virgenes.
En las células efectoras Thl y Th2, la activacién del receptor A2A disminuye la secrecion de
citoquinas inflamatorias (Cséka et al., 2008). Ademads, se ha reportado que la adenosina
también promueve la generacidon de células T reguladoras Foxp3+ (Treg) y reduce la
diferenciacidén de células Th17 al inducir un aumento de TGF-B y una disminucion de la
produccién de IL-6 por esplenocitos (Zarek et al., 2008). Otros trabajos han demostrado
gue la estimulacion del receptor A2A promueve la expansién de células Treg con una gran
actividad inmunoregulatoria (Ohta et al., 2012), demostrando el efecto inhibitorio de

adenosina y su sefalizacion en la activacién de linfocitos T CD4+.

En resumen, el conjunto de antecedentes permite establecer qué; 1) la seializacién
purinérgica participa en la activacién de las células CD8+; 2) la adenosina inhibe la activacién

de los linfocitos; 3) CD73 es la principal fuente de adenosina extracelular y nuestro grupo
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ha demostrado que se encuentra presente en las células T CD8+, por lo que postulamos
que: La sefializacién autocrina de adenosina producida por CD73 reduce la activacion de los

linfocitos T CD8+ y su diferenciacidn en células citotéxicas.
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2. HIPOTESIS

La sefalizacidn autocrina de adenosina producida por CD73, reduce la activacién de células

T CD8+ y su diferenciacién a células citotoéxicas.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la senalizacion autocrina de adenosina producida por CD73, inhibe la

activacion de células T CD8+ y su funcién efectora.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar la cinética de expresion de los componentes moleculares de la sefializacion
adenosinérgica en células T CD8+ durante su activacién.

2. Demostrar el papel de CD73 en la sefializacion adenosinérgica durante la activacion
de las células T CD8+.

3. Estudiar el papel de CD73 en el fenotipo efector de los linfocitos T CD8+.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

5.1.1. ANTICUERPQS, CITOQUINAS Y KITS

Los anticuerpos (anti-ratén) contra CD8a FITC (clon 53-6.7), CD8a Brilliant violet 421
(clon 53-6.7), CD8a PerCP-Cy5.5 (clon 53-6.7), CD44 APC (clon IM7), CD44 BV785 (clon IM7),
CD62L PECy7 (MEL-14), CD73 APC (clon TY/11.8), CD39 PE (clon Duha59), TNF-a FITC (clon
MP6-XT22), Granzima B Alexa Fluor 647 (clon GB11) y los anticuerpos activadores aCD3
(clon 145-2C11) y aCD28 (clon 37.51), fueron obtenidos en Biolegend. Mientras que los
anticuerpos (anti-ratén) contra CD8a PECy7 (clon 53-6.7), CD25 PE (clon PC61.5), CD25 APC
(clon PC61.5), CD62L FITC (clon MEL-14), CD73 PerCP efluor 710 (clon eBioTY/11.8), CD54.2
BV510 (clon 104), IL-2 PECy7 (clon JES6-5H4), IFN-y eFluor 660 (clon XMG1.2) fueron
obtenidos en eBioscience. El anticuerpo a-A2AR (clon NBP1-39474APC) fue obtenido en

Novus Biological.

Ademas, se utilizaron los siguientes reactivos y kits; Proteina OVA (Sigma), Péptido
OVA 257-264 (Sigma-Aldrich), CTV (Cell Trace Violet, Invitrogen), Viability Dye (Biolegend),
IL-2 recombinante murina (Biolegend), MojoSort mouse CD8 T cell isolation Kit (Biolegend).
El inhibidor de CD73, APCP [adenosina 5'-( a,B-metileno) difosfato] se utilizd6 a una
concentracion de 50 uM (Sigma-Aldrich) para los cultivos. APCP presenta un IC50 de 3,8+
0,9 UM cuando es medido con la forma recombinante purificada de CD73 (forma soluble) y
23.6 + 18.6 uM en un cultivo celular de células cancerigenas de pulmén (NCIH292)

(Dumontet et al., 2018).
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5.1.2. RATONES

Ratones C57BL/6, OT-I, CD73K0, se obtuvieron en The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, USA). Los ratones OT-I contienen una insercion genética que en linfocitos T CD8+
permite la expresion de un TCR transgénico (cadenas Va2 y VB5) con especificidad contra
un péptido de la ovoalbumina (OVA 257-264), presentado en contexto MHC-I H2-Kb. El
fenotipo de los ratones OT-I fue verificado en cada experimento por citometria de flujo
(FACS) mediante un marcaje en sangre con anticuerpos contra Va2 y VB5. Los ratones
CD73KO0 contienen un remplazo del exén 3 del gen ecto-5"'nucleotidasa (Nt5e) por un neo
cassete, lo cual genera que la expresion de la ectonucleotidasa CD73 y su actividad sea
abolida. Todos los ratones se mantuvieron en el bioterio de la Fundacién Ciencia y Vida en
condiciones libres de patdgenos especificos. Para los experimentos se utilizaron ratones

entre 6-12 semanas de edad.

5.2. Métodos

5.2.1. Aislamiento de células de bazo y linfonodo

Para la obtencién de células de bazo, se extrajo el bazo del ratén, se recibié en una
placa Petri con 10 mL de RPMI + 10% SFB y se perfundié para obtener una suspensién
celular. Esta suspension se centrifugd a 600 x g por 7 minutos a 4 °C y el pellet se
resuspendié en 2 mL de buffer de lisis de glébulos rojos (RBC Lisis Buffer, eBioscience) y
luego se incubd por 5 minutos en hielo. Las células se lavaron con RPMI + 10% SFB y se

resuspendieron en 10 mL del mismo medio.
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Para la obtencidn de células de los linfonodos periféricos (PLN, por Peripheral Lymph
Node), se extrajeron y disgregaron mecdnicamente con una tijera. La suspensién celular
obtenida se filtré con una malla metdlica de 90 um y luego se llevé a un volumen de 5 mL
con RPMI + 10% SFB. Para determinar el nimero de células obtenidas, se tomo una alicuota
de la suspensién celular y se contaron en una camara de Neubauer con la tincién de azul de

tripan.

5.2.2. Cell sorting de linfocitos T CD8+ virgenes

Para aislar los linfocitos T CD8+ virgenes, se realizé un marcaje de superficie de las
células obtenidas luego de la separacidon inmunomagnética. Para esto, se incubaron 10x10°
linfocitos T CD8+ totales en 100 uL de PBS + 2% SFB con anticuerpos contra CD8a BV421,
CD25 PE, CD62L FITC y CD44 BV510 durante 20 minutos a 4°C en oscuridad. Luego de la
incubacidn se lavaron las células con 1 mL de PBS + 2% SFB y se centrifugaron a 600 x g por
7 minutos a 4 °C. A continuacion, las células se resuspendieron en RPMI + 10% SFB y se
aislaron los linfocitos T CD8+ virgenes (CD8a+/CD25-/CD44lo/CD62Lhi) mediante cell

sorting (FACSAria I, BD Biosciences).

5.2.3. Activacion de células T CD8+ in vitro

Para obtener células T CD8+ efectoras, se aislaron células T CD8+ virgenes a partir
de bazo de ratones C57BL/6 (WT) y de ratones knockout para CD73 (CD73KO0), tal como se
describié anteriormente, para luego activarlas para generar linfocitos T CD8+ citotdxicos.
Para esto, las células T CD8+ virgenes se incubaron con 1 pg/mL de a-CD3 (clon 145-2C11,

BioLegend) y 1 pg/mL a-CD28 (clon 37.51, Biolegend) ambos soluble en presencia de
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10ng/mL de mriL-2 (Biolegend) por 3-4 dias, en medio RPMI + 10% suero fetal bovino (SFB),
0,25 pg/mL fungizona y 0,05 uM de B-mercaptoetanol. El cultivo se incubd durante a 37°C
y 5% CO;, luego de lo cual se recuperaron y se analizaron distintos marcadores por

citometria de flujo.

5.2.3. Activacién de células T CD8+ in vivo

Se purificaron células T CD8 + virgenes como se describié anteriormente (Seccidn
5.2.2), pero a partir de ratones OT-l. Se inyectaron 1x108 células OT-I CD8+ virgenes via
intravenosa (i.v.) en ratones CD45.1+ y 24h después, los ratones receptores recibieron una
inyeccion intraperitoneal (i.p.) de proteina OVA (500 mg, Sigma-Aldrich) y LPS (25 mg,
Sigma-Aldrich). En los dias 4, 7, 12 y 28 se sacrificaron los ratones y se extrajo sangre a través
de una puncién cardiaca. Los glébulos rojos se lisaron usando un tampdn de lisis de glébulos
rojos RBC (eBioscience) durante 5 min en hielo. La suspension celular luego se centrifugo,

se tind y se resuspendid en PBS + SFB al 2% para analisis por citometria de flujo.

5.2.4. Evaluaciéon de moléculas de superficie por citometria de flujo

La caracterizacién de las moléculas de superficie celular se realizé por medio de
citometria de flujo multiparamétrica (FACSCanto Il, BD Biosciences). Para la deteccién de
moléculas de superficie mediante citometria de flujo, entre 0,2-1,0 x 10° células se
incubaron con un anticuerpo contra CD16/CD32 (Fc Block) en PBS + 2% SFB durante 20
minutos a 4°C en oscuridad, para bloquear los receptores Fc. Luego, se lavaron con PBS+2%
SFB y se centrifugaron 600xg por 7 minutos a 4°C. Posteriormente, las células se incubaron

con los respectivos anticuerpos fluorescentes y con Fixable Viability Dye eFluor780
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(eBioscience) para descartar las células muertas, en PBS + 2% SFB durante 30 minutos a 4°C
en oscuridad. Pasada la incubacién, las células se lavaron con PBS + 2% SFB y se
centrifugaron 600xg por 7 minutos a 4°C. Posteriormente, las células se resuspendieron en

200 pL de PBS + 2% SFB, para ser analizados por citometria de flujo.

5.2.5. Evaluacion de células productoras de citoquinas por citometria de flujo

Para analizar la produccidn de citoquinas por los linfocitos T CD8+, las células se re-
estimularon con 0,25 pM PMA (Sigma-Aldrich) y 1 pug/ml ionomicina (Sigma-Aldrich) en
presencia de GolgiPlug (BD Biosciences) por 4h y luego se realizé el marcaje de superficie e
intracelular. Las células se marcaron en la superficie y luego se fijaron y permeabilizaron
utilizando el kit Cytofix/Cytoperm (Biolegend) segun las instrucciones del fabricante.
Brevemente, el pellet celular se resuspendi®é en 300 pL de Buffer de
fijacion/permeabilizacion  1X  (previamente diluido por el diluyente de
fijacion/permeabilizacion) y se incubd por 20 minutos a 4°C en oscuridad. Luego del tiempo
de incubacién, las células se lavaron con 500 plL de Buffer de permeabilizacién y se
centrifugaron a 600xg por 7 minutos a 4°C. Posteriormente, se resuspendieron en 100 pL
de Buffer de permeabilizacion con los anticuerpos intracelulares correspondientes, siendo
incubadas por 30 minutos a 4°C en oscuridad. Luego de la incubacién, la suspension celular
se lavd con 700 plL de Buffer de permeabilizaciéon y se centrifugd a 600xg por 7 minutos a
4°C. El pellet se resuspendid en 200 uL de PBS + 2% SFB, para ser analizadas por citometria

de flujo.
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5.2.6. Ensayo de produccién de adenosina

Para medir la adenosina total producida por las células T CD8+, se usd Adenosine
Assay Kit (Cell Biolabs). Para esto se utilizaron 2 metodologias, primero se analizé el medio
de cultivo en el que las células fueron cultivadas, este fue centrifugado a 600 x g por 10
minutos a 4 °C para remover debris, y el sobrenadante fue analizado directamente o diluido
en PBS. Ademas, se analizé la produccién de adenosina de las células T CD8+ virgenes y
activadas que fueron cultivadas por 1h en medio HBSS suplementado con AMP (10 uM).
Luego las células se centrifugaron a 600 x g por 10 minutos a 4 °C y se analizo el
sobrenadante. Se prepard una curva estandar con una solucidon de adenosina de 0 a 100
UM, Luego se agregd 50 uL de cada estandar y 50 pL de cada muestra, a una placa oscura
de 96 pocillos y se mezclé con 50 pL del Mix de Reaction (10uL de Fluometric Probe, 200
mU/mL de HRP, 2 U/mL de adenosina deaminasa, 1,89 U/mL de purina desfosforilasa y 25
mU/mL de xantina oxidasa). Se incubé por 15 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Finalmente se leyé la placa con un equipo lector de microplacas fluorescente

para excitar a 530-570 nm y la emisiéon en 590 — 600 nm.

5.2.7. Evaluacién de receptor de adenosina A2A por citometria de flujo

Para analizar la expresion del receptor de adenosina A2A en linfocitos T CD8+, las
células se activaron de forma policlonal in vitro. Para esto, se incubaron células de PLN en
placas de 96 pocillos de fondo redondo a 0,2 x 108 células por pozo en 200 pL de RPMI +
10% SFB suplementado con los anticuerpos solubles aCD3 (clon 145-2C11, BiolLegend) y
aCD28 (clon 37.51, Biolegend) ambos a una concentracién final de 1 pg/mL y se incubaron

a 37 °Cy 5% CO2. Posteriormente al tiempo de cultivo se centrifugaron las células a 600 x g
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por 7 minutos a 4 °Cy se resuspendieron en PBS + 2% SFB. Los linfocitos T se marcaron en
su superficie, y luego se fijaron y permeabilizaron con Fixation/Permeabilization Buffer
(eBiocience). Se incubaron por 20 minutos a 4°C en oscuridad. Luego de la incubacion, se
lavaron con Permeabilization Buffer (BD Biosciences) y se centrifugaron a 600 x g durante 7
minutos a 4°C. Luego las células se incubaron con el anticuerpo fluorescente a-A2AR (Novus
Biological, clon NBP1-39474APC) durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Finalmente, las
células se lavaron en Permeabilization Buffer, se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos
a 4°Cy se resuspendieron en 200 uL de PBS + 2% SFB para ser analizados por citometria de

flujo.

5.2.8. Evaluaciéon de marcadores de citotoxicidad por citometria de flujo

Para analizar la expresién intracelular de granzima B en linfocitos T CD8+, las células
se activaron de forma policlonal in vitro. Para esto, se incubaron células de PLN en placas
de 96 pocillos de fondo redondo a 0,2 x 108 células por pozo en 200 pL de RPMI + 10% SFB
suplementado con los anticuerpos solubles aCD3 (clon 145-2C11, BioLegend) y aCD28 (clon
37.51, Biolegend) ambos a una concentracion final de 1 pg/mL. Las células se incubaron a
37 °C y 5% CO2, posteriormente se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4 °C y se
resuspendieron en PBS + 2% SFB. Los linfocitos T de PLN se marcaron en su superficie, y
luego se fijaron y permeabilizaron con Fixation/Permeabilization Buffer (eBiocience). Se
incubaron por 20 minutos a 4°C en oscuridad. Después de la incubacién, se lavaron con
Permeabilization Buffer (BD Biosciences) y se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a
4°C. Luego las células se incubaron con el anticuerpo fluorescente a-GzmB durante 30

minutos a 4°C en oscuridad. Finalmente, las células se lavaron en Permeabilization Buffer,
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se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°Cy se resuspendieron en 200 uL de PBS +

2% SFB para ser analizados por citometria de flujo.

5.2.9. PCR cuantitativo en tiempo real

Para analizar la expresion de los mRNA de T-bet y Blimp-1, en células T CD8+ se
realizé un PCR cuantitativo en tiempo real. Los linfocitos son aislados del bazo y/o PLN
mediante cell sorting y luego estos linfocitos fueron activados. Se extrajo mRNA con el kit
EZNA total RNA (Q Bio-Tek) con digestion de DNA en columna (DNAse set RNAse free, Q
Bio-Tek). Luego se cuantific6 el mRNA en un espectrofotometro (NanoPhotometer,
IMPLEN) y se sintetizé cDNA a partir de 1 ug de mRNA. Para analizar el cDNA se utilizé el kit
Superscript First Strand Systhesis System for RT-PCR (Thermo Scientific) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Para la reaccién de PCR en tiempo real se utilizaron 5 ulL de
cDNA, 10 pL de Brilliant 1l SYBR Green gPCR Master Mix (Agilent Technologies), partidores
(375-800 nM) y agua libre de nucleasas hasta completar 20 plL. Todas las reacciones se
realizaron con el sistema Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies) en 40 ciclos, con una
T° de denaturacién de 95°C, de anneling de 58°C y de elongacidon de 72°C. Los niveles de
expresion relativos se calcularan utilizando el ACt entre el gen de interés y el gen
constitutivo hprt (hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa). Ademas, los datos fueron

normalizados por la expresidn relativa de los linfocitos T CD8+ virgenes.

5.2.10 Andlisis Estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron usando el programa GraphPad Prism 6. Se
comprobd silas muestras presentaban una distribucion normal mediante el test de Shapiro-
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Wilk, la cual, al resultar negativa se decididé por andlisis de pruebas no paramétricas. Para
los analisis entre dos grupos de datos, se utilizé el test de t-student de dos colas, por otra
parte, para analisis entre mas de dos grupos se utilizd analisis de una via con el test de
Kruskal - Wallis. Todos los resultados se muestran como el promedio de al menos un N >3
junto a su error estandar. Los resultados fueron considerados estadisticamente

significativos con un p-valor <0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. AUMENTO DE LA EXPRESION DE CD73 Y CD39 DURANTE LA ACTIVACION DE LOS
LINFOCITOS T CD8+ IN VITRO

La expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 fue inicialmente descrito en
células tumorales, linfocitos T reguladores y células mieloides supresoras (MDSCs) (Kobie et
al., 2006; Borsellino et al., 2007; Deaglio et al., 2007; Li et al., 2017). Sin embargo, también
han sido descritas en linfocitos T CD8+ (Flores-Santibanez et al., 2015; Raczkowski et al.,
2018). Con el fin de dilucidar la cinética de expresion de los componentes de la sefalizacion
adenosinérgica durante la activacion de linfocitos T CD8+, se aislaron linfocitos T CD8+
virgenes mediante cell sorting (CD44int/CD62Lhi/CD25-/CD8+). Luego, se activaron estos
linfocitos con anticuerpos solubles contra CD3 y CD28 en presencia de IL-2 para inducir su
diferenciaciéon en células efectoras (Sukumar et al., 2013). Finalmente se analizd la

expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 a diferentes tiempos de activacién in vitro.

(Fig. 3).

Para comprender el rol de CD73 durante la activacion de las células CD8+, se analizd
el marcador de activacion CD25, la cual constituye la subunidad a del receptor para la
interleuquina-2 y cuya expresién es inducida luego de la sefializacién del TCR (Kalia et al.,
2010; Obar et al., 2010). Cuando se analiza la expresidn de las ectonucleotidasas antes de
la activacién de células T CD8+, observamos que alrededor de un 70% de las células virgenes
expresan CD73, pero carecen de CD39 (Fig. 3A-B). Luego de la activacién de estas células, la
expresion de CD73 aumenta, llegando a su maxima expresidon después de 3 dias de

activacion (Fig. 3B-C). Por otra parte, a los 3 dias luego de activacion observamos que
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comienza a expresarse CD39, alcanzando su maxima expresion a los 4 dias luego de la
activacion (Fig. 3B-D). Asi, la expresion conjunta de las enzimas CD73 y CD39 en las células

T CD8+ activadas se obtiene luego de 3-4 dias de cultivo (Fig. 3B).

Asi, al cuantificar la expresién de CD73 durante la activacion in vitro a través de la
intensidad media de fluorescencia o MFI (Mean fluorescence intensity), los resultados
indican que la expresién de CD73 en los linfocitos aumenta significativamente luego de 3 a
4 dias de activacioén al ser comparados con las células virgenes (Fig. 3C). Ademas, se realizé
la cuantificacién de la expresion de CD39 durante la activacion de los linfocitos T CD8 a
través de MFI, observando que esta ectonucleotidasa aumenta su expresion
significativamente luego de 4 dias de activacidn in vitro (Fig. 3D). Estos datos sugieren que

las células T CD8+ activadas tendrian la maquinaria para producir adenosina a partir de ATP.
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Figura 3. CD73 aumenta su expresion durante la activacion in vitro de linfocitos T CD8+. Se aislaron
linfocitos T CD8+ virgenes a partir de ratones WT y se activaron in vitro con anticuerpos solubles a-
CD3 y a-CD28 (1 ug/mL) durante 4 dias en presencia de IL-2 (10 ng/mL). Se evalué la expresion de
CD73, CD39 y CD25 mediante citometria de flujo. (A-B) Grafico de puntos representativo del
fenotipo de los linfocitos T CD8+ durante los dias de activacidon. (C) lzquierda, Concatenacién de la
expresion de CD73 después de la activacion. Derecha, Intensidad media de fluorescencia de CD73
por dia después de la activacion n=5. (D) Izquierda, Concatenacion de la expresidn de CD39 después
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de la activacidn. Derecha, Intensidad media de fluorescencia de CD39 por dia después de la
activacion n=5. Kruskal-Wallis Test, * p < 0.05

A continuacion, analizamos la expresion de las enzimas CD73 y CD39 durante la
division celular luego de la activacidn (Fig. 4). Para esto, se marcaron las células T CD8+
virgenes con Cell Trace Violet (CTV) y luego fueron activadas in vitro por 3 dias con
anticuerpos contra CD3 y CD28 en presencia de IL-2. Esta tincidon permite observar la
division de los linfocitos T CD8+, ya que se diluye cada vez que la célula se divide. Asi, se
observa que las células sin proliferacidon presentan una mayor intensidad de fluorescencia

que aquellas células que han tenido varios ciclos de proliferacion.

Luego de 3 dias de activacién se pueden observar alrededor de 6 ciclos de
proliferacién (Fig. 4A) y al analizar la expresidon de CD73 se puede observar que la expresion
de CD73 disminuye en células con mas rondas de proliferacién (Fig. 4C). Por el contrario, se
observa que la expresion de CD39 (Fig. 4B) aumenta en cada ronda de proliferacién. A pesar
de la disminucidon de CD73 en las células que presentan mas ciclos de proliferacion, la
expresion de CD73 va en aumento después de la activacion (Fig. 4D) consistentemente con
lo observado en la figura 2. Estos resultados sugieren que la expresion de las enzimas CD73,

CD39 estan regulados positivamente en condiciones de activacién in vitro.
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Figura 4. Expresion de CD73 y CD39 durante la proliferacidn celular. Se aislaron linfocitos T CD8+
virgenes a partir de ratones WT y se marcaron con la tincién CTV. Luego se activaron in vitro con
anticuerpos solubles a-CD3 y a-CD28 (1 ug/mL) durante 3 dias en presencia de IL-2 (10 ng/mL). (A)
Histograma que muestra la dilucion de la marca de CTV a través de los dias de activacién. (B)
Izquierda, Citometria de flujo de la expresidon de CD39 frente a CTV, poblacidn en rojo es el input
(dia 0). Derecha, Intensidad media de fluorescencia de CD39 en cada ciclo de proliferacion n=3. (C)
Izquierda, Citometria de flujo de la expresidon de CD73 frente a CTV, poblacidn en rojo es el input
(dia 0). Derecha, Intensidad media de fluorescencia de CD73 en cada ciclo de proliferacién n=3. (D)
Superposicion de la expresion de CD73 con CTV en cada dia de cultivo de activacién. CTV: Cell Trace
Violet. Kruskal-Wallis Test, * p < 0.05
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6.2. PRODUCCION DE ADENOSINA EN CELULAS T CD8+

La presencia de CD39 y CD73 en linfocitos T CD8+ activados indica que éstos
presentan la maquinaria necesaria para la produccién de adenosina, por lo que a
continuacion se cuantificé adenosina producida durante la activacidn in vitro. Para esto
linfocitos T CD8+ virgenes fueron activados in vitro por 4 dias con anticuerpos contra CD3y
CD28 en presencia de IL-2, y se analizé la concentracién de adenosina en el medio de cultivo
de las células al segundo y ultimo dia de la activacidn. Se observa que en el medio de cultivo
de los linfocitos hay produccion de adenosina (Fig. 5A) sobre los niveles basales del medio
de cultivo (linea punteada, 5uM), sin diferencia estadisticas entre la concentracion de

adenosina en los medios de cultivo luego de 2 o 4 dias de activacion.

Para analizar con mayor detalle la produccion de adenosina por los linfocitos T CD8+,
luego de la activacién de las células por 3 dias, se lavaron los linfocitos T CD8+ activados y
se cultivaron con AMP (10 uM), sustrato de la enzima CD73, por 1h. Nuestros resultados
sugieren que las células activadas producen niveles levemente mayores de adenosina que
las células virgenes (Fig. 5B), pero se requiere un mayor numero de repeticiones
experimentales para determinar diferencias significativas. Ademas, la utilizacién del
inhibidor enzimatico de CD73 (APCP, 50 uM) en células activadas provoca una reduccién de
los niveles de adenosina, lo que podria indicar que gran parte de la adenosina producida

por las células activadas es resultado de la actividad enzimatica de CD73 (Fig. 5B).
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Figura 5. Produccidon de adenosina por las células CD8+. Se aislaron linfocitos T CD8+ virgenes a
partir de ratones WT y se activaron in vitro con anticuerpos solubles a-CD3 y a-CD28 (1 ug/mL)
durante 4 dias en presencia de IL-2 (10 ng/mL). Se determind la concentracién de adenosina
mediante un kit fluorimétrico (Cell Biolabs). (A) Concentracion de adenosina en el medio de cultivo
2 y 4 dias después de la activacion n=3. (B) Concentracién de adenosina producida por células CD8+
virgenes o activadas cultivadas en presencia de AMP (10 uM) por 1 hora. En algunos experimentos
se agregd APCP (50 uM), el inhibidor enzimatico de CD73. Act: Activados. n=3 experimentos
independientes.

6.3. AUMENTO DE LA EXPRESION DE CD73 EN LINFOCITOS T CD8+ DURANTE LA RESPUESTA
INMUNE IN VIVO

Para evaluar in vivo la expresion de las enzimas CD73 y CD39 utilizamos ratones
transgénicos para los linfocitos T CD8+ OT-I de fondo genético C57BL/6 (H-2°), en los cuales
las células T CD8+ reconocen especificamente un péptido derivado de la proteina
ovoalbumina (OVA 257-264) presentado en moléculas de histocompatibilidad de clase-I H-
2°. Estos ratones tienen la particularidad de expresar el alelo CD45.2 (marcador congénico)
en los leucocitos. De los ratones OT-I se aislaron células T CD8+ virgenes (CD45.2+) las cuales
se inyectaron de manera intravenosa (i.v.) en ratones isogénicos C57BL/6 que expresan el
marcador CD45.1 (lo cual permite discriminar entre las células CD8+ OT-l inyectadas al ratén
y las células CD8+ propias del ratéon). Después de 24h de haber transferido las células, el
raton receptor se inmunizd intraperitonealmente con la proteina OVA (500mg) y LPS (25mg)

para activar las células inyectadas provenientes del ratén OT-I. Este sistema permite activar
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las células inyectadas y poder seguir su activacion in vivo. Los dias 4, 7, 12 y 28 después de
la activacién se obtuvieron muestras de sangre del ratdn receptor para analizar la expresion

de CD73 y CD39 en las células T transferidas (CD8+/CD45.2+).

El proceso de activacion fue analizado mediante la expresiéon de los marcadores
CD44 y CD62L en las células T CD8+ CD45.2+ (Fig. 6). Como se observa en la figura 6, las
células aumentan la expresion de CD44 desde el dia 4, lo que indica que las células T CD8+
inyectadas se activaron. La proteina CD44, una molécula de adhesidn relacionada con
migracion y activacion de los linfocitos T (Baaten et al., 2010) y CD62L (L-selectina) permite
diferenciar células efectoras (CD44+ CD62L-) que pierden CD62L (Yang et al., 2011) de las
células de memoria (CD44+/CD62L+). Al dia 7, se observa que un 66% de células poseen un
fenotipo efector (CD44+/CD62L-), siendo significativamente mayor que las células
precursoras de memoria (CD44+/CD62L+) (Fig. 6A-B), lo cual concuerda con los datos de la
literatura donde el dia 7 se considera la etapa efectora (Gattinoni, Klebanoff, and Restifo
2012). A partir del dia 21 se observa un aumento de las células de memoria central
(CD44+/CD62L+) lo que concuerda con datos de la literatura que indican que a partir del dia

28 se puede observar la etapa de memoria (Fig. 6A-B).
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Figura 6. Respuesta inmune in vivo de células CD8+ luego de la inmunizaciéon con OVA+LPS. Células
CD8+ virgenes obtenidas de ratones OT-I fueron aisladas por Cell Sorting y se inyectaron en ratones
CD45.1+. Luego de 24h los ratones se inyectaron con OVA (500mg) y LPS (25mg). Luego a los 4, 7,
12, 21 y 28 dias después de la activacién se analizd la expresién de CD73 y CD39 en los linfocitos T
transferidos obtenidos a partir de muestras de sangre. (A) Citometria de flujo para evaluar la
expresion de CD44 y CD62L en las células transferidas durante la respuesta inmune. (B) Porcentaje
de células CD44+/CD62L- y CD44+/CD62L+, dentro de las células CD8+ CD45.2+ que fueron
transferidas durante el transcurso de la respuesta inmune n=3. Student t Test, * p < 0.05

A continuacidn, se analizé la expresiéon de las ectonucleotidasas CD73 y CD39 en las
células efectoras (CD44+/CD62L-). Como se muestra en la Fig. 7A, los linfocitos T CD8+
virgenes expresan CD73 y carecen de CD39, tal como se vio en el primer ensayo (Fig. 3). Si
bien durante los primeros dias luego de la activacién no se observan diferencias
significativas en la intensidad de media fluorescencia (MFI) de CD73, para el dia 12 y 28 se
observa un aumento significativo de la expresion de esta ectonucleotidasa (Fig. 7A-B). Por
otro lado, la expresidon de CD39 es baja al inicio del ensayo, pero va en aumento hasta el dia

12. La expresiéon de CD39 luego cae en la fase de memoria al dia 28, quedando en niveles
33



semejantes a las células virgenes (Fig. 7A-C). Coincide que el punto mas alto observado de
la expresidon de ambas ectonucleotidasas es al dia 12, lo que corresponde a la fase efectora.

analizada en la figura 6.
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Figura 7. Cinética de expresion de ectonucleotidasas CD73 y CD39 durante la activacidn in vivo de
las células CD8+/CD44+/CD62L-. Células virgenes T CD8+ CD45.2+ obtenidas de ratones OT-I fueron
aisladas a través de Cell Sorting y se transfirieron a un ratén receptor CD45.1+. A las 24h se
inyectaron los ratones receptores con OVA (500mg) y LPS (25mg) de manera intraperitoneal. A los
dias 4, 7, 12 y 28, se analizd la expresién de CD73 y CD39 en las células transferidas obtenidas a
partir de muestras de sangre. (A) Grafico de puntos representativo de la expresién de CD73 y CD39
de los linfocitos T transferidos CD8+/CD44+/CD62L- durante los dias de activacién. (B) Izquierda,
histograma de la expresion de CD73 durante la respuesta inmune. Derecha, grafico de la intensidad
de fluorescencia (MFI) de CD73 en los dias 4, 7,12 y 28 n=4. (C) Izquierda, histograma de la expresién
de CD39 durante la respuesta inmune. Derecha, grafico de la intensidad de fluorescencia (MFI) de

CD39 a los dias 4, 7, 12 y 28 n=4. Kruskal-Wallis Test, *p < 0.05; **p < 0.01

Las células que mantienen la expresidon de CD62L, ademas de la expresidon de CD44,
se encuentran menos comprometidas hacia el fenotipo efector y son consideras células de
memoria central para el dia 28 después de la activacioén (Fig. 8). En esta poblacién de células
se analizo la expresidn de CD73 y CD39 durante la activacidn in vivo. La expresion de CD73

no muestra diferencias significativas durante los primeros dias de activacion. El dia 12 y 28
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muestran un aumento significativo de la expresion de CD73 (Fig. 8A-B). La expresion de
CD39 se mantiene baja en estas células y es practicamente nula durante la fase de memoria,

lo cual es consistente con el bajo compromiso efector de esta poblacién (Fig. 8A-C).
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Figura 8. Cinética de expresion de ectonucleotidasas CD73 y CD39 durante la activacidn in vivo de
las células CD8+/CD44+/CD62L+. Células T CD8+/CD45.2+ virgenes fueron aisladas mediante Cell
Sorting a partir de ratones OT-l y se transfirieron a un ratén receptor CD45.1+. A las 24h se
inyectaron los ratones receptores con OVA (500mg) y LPS (25mg) de manera intraperitoneal. A los
dias 4, 7, 12 y 28, se analizd la expresidon de CD73 y CD39 en las células transferidas obtenidas a
partir de muestras de sangre. (A) Grafico de puntos representativo de la expresién de CD73 y CD39
de los linfocitos T transferidos CD8+/CD44+/CD62L+ durante los dias de activacion. (B) Izquierda,
histograma de la expresion de CD73 durante la respuesta inmune. Derecha, grafico de la intensidad
de fluorescencia (MFI) de CD73 enlos dias 4, 7, 12 y 28 n=4. (C) lzquierda, histograma de la expresion
de CD39 durante la respuesta inmune. Derecha, grafico de la intensidad de fluorescencia (MFI) de
CD39 enlos dias 4, 7, 12 y 28 n=4. Kruskal-Wallis Test, *p < 0.05; **p < 0.01.

En resumen, los resultados in vitro e in vitro, muestran que la expresion de la
ectonucleotidasa CD73 es regulada positivamente durante la activacion de las células T
CD8+. Ademas, se observa co-expresion de CD73 y CD39 en la fase efectora de las células,

el dia 12 de la activacion in vivo, o el dia 3-4 en la activacion in vitro.
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6.4. EXPRESION DE A2AR EN LOS LINFOCITOS T CD8+ ACTIVADOS IN VITRO

Los receptores A2 (A2A y A2B) responden a la adenosina en el medio extracelular,
pero el receptor A2A presenta un mayor afinidad por la adenosina y ha sido identificado
como un sensor y protector del dafo tisular excesivo provocado por la inflamacién (Ohta
and Sitkovsky, 2001; Sitkovsky and Ohta, 2005). Ademas, la expresion de A2AR aumenta
luego de la activacidn en linfocitos T CD4+ (Lappas et al., 2005). Debido a esto es que
analizamos la expresion del receptor de adenosina A2AR en células CD8+, y analizar el papel
de CD73 en la seializacidén adenosinérgica. Se utilizé un raton knockout, que no presenta el
gen para la ectonucleotidasa CD73 (CD73K0O) con el fin de determinar el efecto de CD73 en
la via de sefializaciéon adenosinérgica. Se analizé la expresién del receptor de adenosina
(A2AR) por citometria de flujo y su expresién génica luego de activar las células CD8+

virgenes con anticuerpos solubles contra CD3 y CD28 e IL-2 por 3 dias.

Lo primero que analizamos fue la expresidn génica de A2AR, a través de expresion
relativa de su mensajero, en células T CD8+ WT y CD73KO activas in vitro por 3 dias. Para
esto, se extrajo RNA total de los linfocitos T CD8+ virgenes WT y CD73K0O y también desde
linfocitos T CD8 activados in vitro WT y CD73KO. Se analizd la expresidon genética de A2AR,
con partidores especificos y ademds un gen constitutivo, hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferasa (hprt), medido a través de PCR en tiempo real (Real-time PCR). La
expresion de A2AR en células activadas es normalizada con el gen constitutivo para luego
analizar su expresidn con respecto a las células virgenes, obteniendo una expresién relativa

de A2AR (Fig. 9A). Se observa en la figura 9A que la expresion de relativa de A2AR en las
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células WT disminuye con respecto a las células virgenes, ya que la diferencia es menora 1,
mientras que la expresion relativa de A2AR en las células CD73KO es mayor en las células
activadas, ya que el valor es sobre 1. Al comparar la expresion de A2AR entre las células WT
y CD73KO podemos ver que la ausencia de CD73 promueve la transcripcién de A2AR luego
de 3 dias de activacion in vitro. Cabe sefialar que posiblemente no logramos detectar la
induccion del mARN (ARN mensajero) de A2AR en las células WT, porque se ha reportado

gue se induciria tempranamente (4 h) luego de la activacidon (Lappas et al. 2020).

Luego analizamos la expresion proteica de A2AR en células T CD8+ WT y CD73KO
después 3 dias de activacion, a través de citometria de flujo. Podemos observar que no
existe una diferencia significativa en la expresidon de A2AR entre las células T CD8+ WT y
CD73KO (Fig. 9B), por lo que la diferencia observada en el mensajero de A2AR no se condice
con la expresién proteica. Ademas, se utilizé la tincién con CTV (Cell trace Violet) para ver
los ciclos proliferativos y observar la cinética de expresion de A2AR durante la activacion.
En este ensayo podemos observar que la expresion de A2AR aumenta en cada ronda de
proliferacién siendo un aumento significativo cuando se compara el primer ciclo con los
ultimos (Fig. 9C). Los datos obtenidos nos muestran que la expresion de A2AR es similar en
células T CD8+ WT y CD73KO0, a pesar de la diferencia obtenido en la expresiéon de mRNA.
Estos datos sugieren que la expresién de A2AR aumenta luego de la activacion de las células

Ty a medida que las células proliferan.
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Figura 9. Expresion del receptor de adenosina A2AR en células T CD8+ activadas in vitro por 3 dias.
Se aislaron linfocitos TCD8+ virgenes a partir de ratones WT y CD73KO. Luego se activaron in vitro
con anticuerpos solubles a-CD3 y a-CD28 (1 ug/mL) durante 3 dias en presencia de IL-2 (10 ng/mL).
Se evalud la expresion de A2AR a través de PCR en tiempo real y por citometria de flujo. (A)
Expresion relativa del mensajero de A2AR con respecto al linfocitos T virgenes mediante PCR en
tiempo real, n=3. (B) Izquierda, histograma de la expresiéon de A2AR en células WT y CD73KO.
Derecha, grafico de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de A2AR en células WT y CD73KO
n=3. (C) Izquierda, citometria de flujo de la expresidon de A2AR frente a CTV en células WT. Derecha,
MFI de A2AR en cada ciclo de proliferacion n=3. Mann Whitney Test (A-B). Kruskal-Wallis Test, * p
<0.05 (C).

6.5. CD73 INHIBE LA EXPRESION DE CD25 EN LAS CELULAS CD8+

Para comprender el rol de CD73 durante la activacion de las células CD8+, se analizé el
marcador de activacién CD25 (cadena alfa del receptor de la IL-2) en células T CD8+ WTy
CD73KO0 activadas. Ademas, se utilizd APCP un inhibidor de la funciéon enzimatica de CD73

(Allard et al., 2017). Para esto, se aislaron células T CD8+ virgenes y se incubaron in vitro
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con aCD3/aCD28 soluble en presencia de IL-2 por 4 dias. Luego se analizd6 CD25 en cada

uno de los dias de activacion y en las distintas condiciones, por citometria de flujo.

Al analizar la intensidad media de fluorescencia (MFI) de la expresidon de CD25 en cada
uno de los dias, se observa que la expresidon de CD25 va en aumento, lo cual confirma la
activacion de los linfocitos. De manera interesante, el aumento de CD25 es
significativamente mayor en las células T CD8+ CD73KO al ser comparadas con las células
WT (Figl0A-B). Ademas, se analizo la expresion de CD25 usando el inhibidor de CD73 (APCP)
(Fig10C) en células activadas. Los resultados obtenidos nos muestran que al utilizar APCP
en el cultivo aumenta significativamente la expresion de CD25 en las células T CD8+,
semejante a lo que ocurre con las células CD73KO, lo que demuestra que la via de

sefializacion adenosinérgica es capaz de controlar la activacion celular.
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Figura 10. CD73 reduce la expresion de CD25 en células T CD8+ activadas in vitro. Se aislaron
linfocitos T CD8+ virgenes a partir de ratones WT y CD73KO. Luego se activaron in vitro con
anticuerpos solubles a-CD3 y a-CD28 (1 ug/mL) durante 3-4 dias en presencia de IL-2 (10 ng/mL). Se
analizo la expresidon de CD25 durante la activacidon de las células CD8 WT y CD73KO por citometria
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de flujo. (A) Histograma representativo de la expresion de CD25 en células T CD8 WT y CD73KO por
dia, después de su activacion in vitro. (B) Grafico de la intensidad media de fluorescencia de CD25
de células WT y CD73KO por dia después de la activacion n=5. (C) Grafico de la expresidon de CD25
(MFI) en linfocitos T CD8+ WT, tratados con APCP (50 uM) y linfocitos T CD8+ CD73KO luego de 3
dias de activacion in vitro n=5. Mann Whitney Test, *p < 0.05 (B). Kruskal-Wallis Test, *p < 0.05 (C).

6.6. CD73 AFECTA LA EXPRESION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION RELACIONADOS AL
PROGRAMA EFECTOR DE CELULAS CD8+

Para estudiar en profundidad el rol de CD73 en la activacién de las células T CD8+,
se analizé la expresion de factores de transcripcion relacionados con el programa efector
como son eomes, prdm1 (Blimp-1) y tbx21 (T-bet) (Zhang and Bevan, 2011), ademas de los
factores que estan relacionados con el programa de memoria lef1, tcf7 y bcl-6 relacionados

a la mantencion de las células (Gattinoni et al., 2012).

Para esto se aislaron células T CD8+ virgenes de ratones WT y CD73KO0, y a partir de
estas células se realizé la extraccion de mRNA para realizar el PCR en tiempo real y obtener
el punto inicial para comparar la expresidn de los factores de transcripcién. Ademas, células
T CD8+ virgenes se incubaron in vitro con aCD3/aCD28 soluble en presencia de IL-2 por 3
dias, para obtener linfocitos T CD8+ activados y realizar extraccién del mRNA desde estas

células.

Los resultados obtenidos nos indican que los factores de transcripcion lefl y tcf7
estadn regulados a la baja con respecto a las células virgenes, tanto en las células T CD8+ de
los ratones WT como de los ratones CD73KO (Fig11A-C). Para el factor transcripcional bcl-
6, ambas células (WT y CD73KO) inducen su expresién después de la activacidn, sin

diferencias significativas entre éstas (FigllE). La expresidon del factor de transcripcion
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eomes, relacionado con el fenotipo efector asi como en la mantenciéon de células de
memoria (Pearce et al., 2003; Zhang and Bevan, 2011; Gattinoni et al., 2012) se reduce en
las células WT y CD73KO luego de la activacién (Figl1B), mientras que los factores de
transcripcion tbx21 y prdm1 se inducen luego de la activacidn (Figl1lD-F). La expresion de
pdrm1 en las células CD8+ activadas es similar en entre las células WT y CD73KO, mientras
que las células CD73KO0 activadas muestran una tendencia a una mayor expresion del factor
tbx21, lo que podria sugerir que CD73 es capaz de reducir la expresién de tbx21. Si bien se
requiere un mayor numero de réplicas experimentales, estos datos sugieren que CD73

podria limitar la adquisicion del programa efector en linfocitos T CD8+.

A tcf? B eomes
1T e
g zom o =
€ Eos .g = 0.9
S < - S = oel
o Toosr A o
° 3 o O wT
5§ 5. S 2o = B CD73KO
Q = e =
N g 002 o E o
=00l e 2,
WT CDV3KO ' WT CD73KO
C T T fEfT _______________ D thx21
o g 0.8 é«
o) o
ERCRY s 2
g 3o 5 3 2 Mo
2 g 0.0 _T_ : o
c .= © g
Q| oonos o S =
© o N
C =im s £ 1.
WT CD73KO CD73KO
E e boi-6 F o, —"
o o
2k ) 2 5 0O wT
5 5 € E° Em CD73KO
(S 3 o B
% i 5 m 4
=] 2 Py
< Z © E
g E FOY OO ‘? ......... R g E?
< 8 & B
= 0 ; o —o .
wT CD73KO wT CD73KO

41



Figura 11. Evaluacion de factores de transcripcion maestros en linfocitos T CD8+ WT y CD73KO
activados. Células T CD8 virgenes WT y CD73KO fueron aisladas por cell sorting y luego fueron
activados in vitro con anticuerpos solubles a-CD3 y a-CD28 (1 ug/mL) durante 3 dias en presencia
de IL-2 (10 ng/mL). Desde células virgenes y activadas se realizo la extraccién de mRNA y posterior
PCR en tiempo real con los partidores especificos para cada gen. Los graficos muestran la razéon de
cambio de los niveles de expresidn mediante el método 2-AACt, el cual compara los niveles de
expresion de cada muestra con linfocitos T CD8+ virgenes WT. La linea punteada representa la
expresion de los linfocitos T CD8+ WT virgenes. (A) Expresion relativa de tcf7 en células CD8 WT y
CD73KO. n=3 (B) Expresion relativa de eomes en células CD8 WT y CD73KO. n=3 (C) Expresién
relativa de lefl en células CD8 WT y CD73K0. n=2 (D) Expresidn relativa de tbx21 en células CD8 WT
y CD73K0. n=2 (E) Expresion relativa de bcl-6 en células CD8 WT y CD73K0. n=3 (F) Expresion relativa
de prdm1 en células CD8 WT y CD73KO. n=2

6.7. (CD73 REDUCE LA PRODUCCION DE GRANZIMA B Y CITOQUINAS INFLAMATORIAS EN
CELULAS T CD8+.

Los linfocitos T CD8+ son células encargadas de la lisis de células tumorales o
infectadas por virus, por lo tanto, investigamos si CD73 afecta la capacidad efectora de estas
células. Para esto, analizamos la expresién de citoquinas inflamatorias TNF- a e IFN-y
ademas de la produccién de granzima B de células T CD8+ WT y CD73KO. Se aislaron células
T CD8&+ virgenes para luego activarlas in vitro con anticuerpos solubles (a-CD3/CD28) en
presencia de IL-2. Para observar las citoquinas las células se activaron con PMA e ionomicina
en presencia de GolgiPlug por 4h antes de realizar un marcaje intracelular con anticuerpos

especificos. El analisis se realizé por citometria de flujo.

El andlisis de los resultados muestra una reduccion en la produccion de citoquinas
mediada por CD73. En la figura 12A podemos observar que las células CD8+ CD73KO y
células CD8 WT tratadas con el inhibidor enzimatico de CD73 (APCP) presentan una mayor
produccién de IFN-y y TNF-a que las células WT. Las células CD73KO mostraron una alta
produccién de las citoquinas estudiadas, en comparacién con las células WT, similar a las
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células tratadas con APCP. Todos esto nos indica que CD73 reduce la produccién de

citoquinas inflamatorias, aunque no se observa diferencias en la produccion de IL-2.

Luego se analizé el porcentaje de células positivas para la produccién de mas de una
citoquina en las células T CD8+ activadas. Se puede observar que las células CD73KO y
linfocitos T CD8+ tratados con APCP, presentan una mayor produccidon simultanea de las
citoquinas inflamatorias. En la Fig. 12B-C observamos un aumento significativo de la
produccién de TNF-a e IFN-y en ausencia de CD73 o de su funcién enzimdtica. También
observamos polifuncionalidad al analizar la produccién de IFN-y e IL-2, donde las células T
CD8+ tratadas con APCP presentan una mayor produccién simultanea de IFN-y e IL-2 (Fig.
12D-E). Por otro lado, observamos que los linfocitos CD8+ CD73KO presentan una mayor
produccién de granzima B (Figl2E), lo que sugiere una mayor capacidad citotéxica de las

células que no expresan CD73.
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Figura 12. CD73 reduce la produccidn de granzima B y citoquinas inflamatorias en células T CD8+.
Células aisladas a través de cell sorting fueron activadas in vitro con aCD3/aCD28 soluble en
presencia de IL-2 por 3 dias. El analisis de granzima B se realiza a través de tincion intracelular por
citometria de flujo. Para el andlisis de citoquinas las células se reactivaron con PMA e ionomicina en
presencia de GolgiPlug por 4 horas, y luego se analizo la produccidn de citoquinas mediante tincidn
intracelular por citometria de flujo. (A) Grafico del MFI para las citoquinas IFN-y, TNF y IL-2 en células
CD8 WT, WT + APCP (50 uM) y CD73KO n=6. (B) Grafico de puntos representativos para las
citoquinas IFN-y, TNF. (C) Porcentaje de células T CD8+ positivas para los marcadores IFN-y, TNF n=6.
(D) Grafico de puntos representativos para las citoquinas IFN-y, IL-2. (E) Porcentaje de células WT y
CD73KO CD8 positivas para los marcadores IFN-y y IL-2 n=6. (F) lzquierda, Histograma de la
expresion de granzima B en células T CD8+ WTy CD73KO activadas. Derecha, grafico de la intensidad
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de fluorescencia (MFI) de granzima n=4. Test de ANOVA y post hoc Bonferroni (A-E). Student t Test
(E) *p <0.05
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7. DISCUSION

CD73 es una ectonucleotidasa que hidroliza AMP a adenosina. Esta ultima, actia como
un potente inhibidor de la inflamacion, a través de su receptor A2AR, logrando inhibir la
activacion de los linfocitos T. La supresion de la respuesta inmune provocada por la
produccién de adenosina por CD73, ha sido principalmente asociada a células
inmunosupresoras como linfocitos T reguladores, células mieloides y células cancerosas
(Deaglio et al., 2007; Stagg and Smyth, 2010; Ryzhov et al., 2011). En los ultimos afios se ha
reportado que ademas de estas células, los linfocitos T CD4+ (Gourdin et al., 2018) y CD8+
efectores también expresan esta ectonucleotidasa (Flores-Santibafiez et al., 2015). Sin
embargo, no existe mas informacién sobre la expresidon y funcion de CD73 durante la

activacion de los linfocitos T CD8+.

Se ha reportado que tanto células T CD8+ virgenes, humanas y murinas, expresan altos
niveles de CD73 (Dianzani et al., 1993; Flores-Santibanez et al., 2015; Raczkowski et al.,
2018). Interesantemente, Raczkowski et al. (2018) demuestran un alza transitoria de CD73
luego de la activacion in vitro en células T CD8+ humanas. Sin embargo, durante la respuesta
inmune, la expresion y el porcentaje de células CD8+ que expresan CD73 disminuye
(Raczkowski et al., 2018). Relacionado a esto, diferentes trabajos han descrito poblaciones
de linfocitos T efectores que en situaciones de estimulacidn crénica o pertenecientes a sitios
inflamados, presentan una baja expresion CD73, como la artritis idiopatica juvenil humana
(Moncrieffe et al., 2010), en pacientes infectados con VIH (Téth et al., 2013), en tumores

(Gourdin et al., 2018) y leucemia (Kong et al., 2019) entre otros. Estos datos nos sugieren
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que CD73 podria participar en el control de la activaciéon durante la respuesta inmune, pero
poco se conoce de su expresion y funcidn durante el proceso de activacion de los linfocitos

T CD8+.

En este trabajo se evalud la expresidn de los componentes adenosinérgicos en linfocitos
T CD8+ a medida que se desarrolla la respuesta inmune y se analizd la contribucion de CD73
en la activacién y diferenciacion de los linfocitos citotéxicos. En conjunto, nuestros
resultados demuestran que, durante la activacién, las células T CD8+ aumentan la expresion
de las ectonucleotidasas CD73 y CD39, del receptor de adenosina A2A y la produccién de
adenosina. Se sabe que adenosina tiene como funcién reducir la activacion de los linfocitos,
y los datos obtenidos en este trabajo sugieren que CD73 expresado en los linfocitos T CD8+
podria contribuir controlar la activacion del linfocito. En concordancia con lo anterior,
nuestros resultados indican que la ausencia de CD73 en linfocitos T CD8+ se traduce en una
mayor expresion de marcadores de activacion, una mayor produccién de citoquinas
proinflamatorias y granzima B, y la induccidn del programa efector en linfocitos T CD8+ una

vez que han sido activados.

Los datos de este trabajo muestran que un alto porcentaje de células CD8+ virgenes
expresan CD73, por lo que esta ectonucleotidasa podria funcionar como un mecanismo de
control de la activacién celular frente a un estimulo antigénico. Por otro lado, trabajos de
nuestro laboratorio han evaluado el rol de CD73 en la proliferacion homeostdtica de las
células CD8+ virgenes, sugiriendo que CD73 promueve la sobrevida de estas células

(Rosemblatt et al., 2021). Ambos datos sugieren un modelo en el cual CD73 tiene un papel
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dual en las células T CD8+. Cuando se encuentra en condiciones de estimulo antigénico,
CD73 disminuye su capacidad efectora y, por otro lado, en condiciones homeostaticas de
débil activacion del TCR, la expresion de CD73 permite la sobrevida de las células T CD8+.
Este efecto dual se vuelve relevante cuando se estudia a CD73 como un blanco en las
terapias antitumorales, ya que el bloqueo de CD73 podria ser beneficiosa al aumentar la
capacidad de las células T CD8+ efectoras, pero perjudicial para las células T CD8+ virgenes

durante la fase homeostatica (Rosemblatt et al., 2021).

Luego de la activacion in vitro e in vivo de las células CD8+, la expresién de CD73 va en
aumento hacia la fase efectora, asi como también en la fase de memoria (Bricefno et al.,
2021). Las células efectoras presentarian la co-expresién de CD73 y CD39, alcanzando su
punto maximo en el dia 12 de la activacidon in vivo y en el dia 4 de la activacién in vitro.
Ademas, las células CD8+ activadas (y virgenes) fueron capaces de producir adenosina a
partir de AMP, de manera dependiente de CD73. En conjunto, los datos sugieren que la
expresiéon simultanea de CD39 y CD73 durante la fase efectora permite a las células T CD8+
producir adenosina a partir de ATP extracelular. Del mismo modo, no se descarta la
posibilidad de produccion de adenosina a partir de AMP por parte de las células T CD8+

virgenes (Bricefno et al., 2021).

Ademads de CD73 y CD39, un componente adenosinérgico relevante, es el receptor de
adenosina A2A y nuestros resultados muestran que aumenta su expresion luego de la
activacion de las células T CD8+. Este receptor es el principal receptor de adenosina

reportado en las células T relacionado con la inhibicién de la activacion (Huang et al., 1997;
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Lappas et al., 2005; Sitkovsky and Ohta, 2005; Cekic et al., 2013). La estimulacién del
receptor A2A aumenta la produccién de cAMP vy activa la proteina quinasa A, actuando
como un regulador negativo de la sefalizacidn dada por el TCR, restringiendo la activaciéon
de las células T (Vang et al., 2001; Linnemann et al., 2009; Linden and Cekic, 2012). En
acuerdo con datos de la literatura (Ohta and Sitkovsky, 2001; Sitkovsky et al., 2004; Lappas
et al., 2005; Sitkovsky and Ohta, 2005), nosotros observamos que tanto las células T CD8+
WT como las CD73KO aumentan la expresion proteica de A2AR con la activacién vy
proliferacion de las células CD8+ virgenes, pero no logramos evidenciar el alza de la
expresion génica en las células T CD8+ WT como lo evidencia Lappas et al., (2005). Esto
puede deberse a la temporalidad de los analisis, ya que nosotros analizamos la expresién
génica luego de 3 dias de activacion, mientras que Lappas et al. (2015) observa un aumento
del transcrito de A2AR a las 4h posteriores a la activacion para luego retornar a la linea basal
a las 16h post activacion. Interesantemente, las células T CD8+ CD73KO presentan un alza
en la expresion génica de A2AR que no se corresponde con la expresién proteica, lo cual
cuestiona los mecanismos de regulacidn de la expresidn de A2AR, pero se presume que esta
fuerte respuesta seria una regulacion negativa para controlar la fuerte activacion de las

células T CD8+ CD73KO.

Un analisis mas detallado de la sefializacidén a través de A2AR muestra que el aumento
de cAMP intracelular inhibe enzimas como PI3K, inhibiendo a Akt (Kim and Suresh, 2013) o
la activacién de otras como PKA (Allard et al., 2012; Cekic et al., 2013) lo que provoca la
inhibicién de ZAP-70 (Linnemann et al., 2009), interfiriendo con la sefializacién del TCR

(Linnemann et al., 2009). Datos preliminares de nuestro laboratorio sugieren que las células
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T CD8+ CD73KO presentan una menor cantidad de cAMP intracelular, por lo que la via de
sefializacion adenosinérgica estaria muy poco activa. Esto podria explicar los efectos de
CD73 en la diferenciacién y activacion de las células T CD8+ al analizar posibles efectos de
una terapia antitumoral de bloqueo de CD73. En consecuencia, seria interesante analizar la
fosforilacion de proteinas relevantes para la activacién celular, como ZAP-70, ERK %, PI3K y
Akt, asi como los niveles de cAMP intracelulares durante la activacion y en presencia de
diferentes inhibidores farmacoldgicos, para CD73 y A2AR, como los utilizados en este

trabajo.

La ausencia CD73 provoca una mayor activacion de las células T CD8+, al igual que lo
observado cuando las células son carentes de A2AR (Lappas et al., 2005), lo que puede
sugerir que el efecto de CD73 podria estar mediado por la activacion del receptor de
adenosina A2A. La activacion de las células T CD8+ fue analizada a través de la expresion de
la cadena alfa del receptor de la IL-2 o CD25, la cual se regula positivamente después de la
estimulacion del receptor de células T (Kalia et al., 2010). Su sefalizacion induce factores de
transcripcion que promueven la diferenciacion de las células T citotdxicas efectoras (Pipkin
et al., 2010). Datos de la literatura indican que CD25 puede ser regulado negativamente por
adenosina (Huang et al., 1997). En este trabajo se utilizd un inhibidor de la funcién
enzimatica de CD73, adenosin 5’-(a,B-metileno) difosfato (APCP), el cual es ampliamente
utilizado como herramienta farmacoldgica para investigar el papel de la via CD73-adenosina
en varios modelos in vitro e in vivo (Allard et al., 2012; Allard et al., 2017; Caiazzo et al.,
2019). Nuestros datos muestran que las células T CD8+ CD73KO tienen una mayor expresion

de CD25 que las células WT luego de ser activadas, observacidon que también ocurre con las
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células que fueron tratadas con APCP. Estos datos sugieren que la activacion de las células
CD8+ es regulada por la adenosina producida por CD73 y la seiializacion por A2AR,
apuntando a una regulacién autocrina de las células CD8+. Asi, CD73 podria regular la
activacion de los linfocitos T CD8+ después de una estimulacién antigénica, lo cual se ve

reflejado en una reduccién en la expresién de CD25.

La diferenciacién hacia células efectoras o células de memoria estd regulado por el
programa genético de la célula (Joshi et al., 2007; Zhang and Bevan, 2011). Los factores de
transcripcion tcf-7 y lef-1 se han relacionado con la autorrenovacion en células T virgenes
o de memoria (Gattinoni et al., 2012), por lo que disminuyen al activar las células (Willinger
et al., 2006; Hinrichs et al., 2008), siendo consistentes con nuestros resultados, donde las
células presentan una baja expresidon de estos factores de transcripcién. Asi también se
analizé la expresion de bcl-6, factor transcripcional relacionado principalmente con la
generaciéon y mantencién de células de memoria (Ichii et al., 2002). Sin embargo, nuestros
datos muestran un aumento de expresion de este factor luego de la activacién. Esto se
puede explicar en base a los resultados de Yoshida et al. (2006) que demuestran que en
células T CD8+ existe un aumento de la expresién del factor transcripcional bcl-6 en etapas

tempranas de activacién (Yoshida et al., 2006).

Por otro lado, se analizaron factores transcripcionales relacionados con el programa
efector, como eomes, tbx21 y pdrm1. La expresidn de eomes, se encuentra relacionado a
los estados iniciales de la activacidn de células T CD8+ y coopera con T-bet en la induccién

de expresion de proteinas citotdxicas como perforina y granzima B (Zhang and Bevan, 2011;
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Gattinoni et al., 2012; Mclane et al., 2013), ademads de participar en la mantencién de
células de memoria (Joshi et al., 2007; Banerjee et al., 2010). Sin embargo, no observamos
en los tiempos analizados, un aumento en la expresidon de este factor de transcripcién, ni
diferencias entre las células que presentan o no CD73. Luego se analizd la expresion de
tbx21 y prdml, factores de transcripciéon que dirigen la diferenciacion hacia células
efectoras. Nuestros datos muestran que las células T CD8+ activadas aumentan la expresion
de estos factores. Ademads, se puede observar que las células CD73KO presentan una
tendencia a una mayor expresion de tbx21 que las células T CD8+ WT. Estos resultados
apuntan a que CD73 podria restringir la expresion de T-bet (proteina codificada por tbx21),
lo que nos indica una menor produccién de citoquinas inflamatorias en los linfocitos (Joshi
et al.,, 2007) y menor actividad de mTOR disminuyendo el potencial de captacién de

nutrientes (Rao et al., 2010) .

La produccién de citoquinas inflamatorias y granzima B es muy relevante en las células
T CD8+ y puede ser afectada por la sefializacién adenosinérgica (Erdmann et al., 2005;
Raskovalova et al., 2007; Mastelic-Gavillet et al., 2019). Trabajos de nuestro laboratorio
analizaron la actividad antitumoral de células carentes de CD73 y se observé que estas
células infiltran mas al tumor y son mas efectivas controlando el crecimiento tumoral que
las células T CD8+ WT, por lo que la expresidon de CD73 reduce la capacidad antitumoral
(Bricefio et al., 2021). Estos datos concuerdan con datos obtenidos en este trabajo, donde
las células CD73KO estimuladas in vitro presentan mayor expresion de granzima B vy
citoquinas inflamatorias, ademads de produccion simultanea de citoquinas lo que las hace

mas eficientes para la eliminacién de células blanco. Esto significa que CD73 reduce el
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potencial citotéxico de las células CD8+. Ademas, Bricefio et al. (2021) analizaron la
expresiéon de marcadores de agotamiento como son PD-1, TIM-3, CD39 y LAG-3 en las
células T CD8+ infiltrantes de tumor, observando que CD73 favorece el fenotipo exhausto.
Datos similares se han observado cuando es bloqueada la sefalizacién por A2AR, donde
disminuyen la expresién de PD-1 y LAG-3 (Leone et al., 2018), lo cual sugiere que es la
adenosina producida por CD73 en el linfocito T CD8+, es un factor importante en el

agotamiento celular.

Tal como trabajos describen el efecto de adenosina inhibiendo la fosforilacion de ZAP-
70, ERK1/2, AKT (Linnemann et al., 2009) esperamos que el efecto de CD73, siendo el
productor de adenosina, comprometa las mismas vias de sefializacion. El efecto sobre estas
moléculas provoca una inhibicidn en los factores de transcripcién involucrados en las
funciones efectoras, de diferenciacion, sobrevida y proliferacién de las células T CD8, como
son NFAT, Fos, Jun y NFkB (Hwang et al., 2020). La Inhibicion de la fosforilacion de ZAP-70y
LcK inhibe vias como MAP Kinasas con ERK1/2 que lleva a la activacion de proteina
activadora 1 (AP-1) y la via de la fosfolipasa C (PLC) e IP3 que lleva al aumento de Ca+2
intracelular y finalmente a la activacion de NFAT. AP-1 es un complejo dimérico cuyos
componentes principales son los factores de transcripcién Fos y Jun (Papavassiliou and
Musti, 2020), que en conjunto con NFAT inducen la expresion de IL-2, IFN-y y otras
citoquinas (Rooney et al., 1995; Macian et al., 2000; Kaminuma et al., 2002). Otros trabajos
han relacionado a NFAT con la transcripcidon de genes como Thx21 y Gzmb, que expresan
las proteinas T-bet y granzima B, respectivamente (Klein-Hessling et al., 2017). Ademas,

NFAT estaria relacionado con el agotamiento celular en estimulaciones crénicas, en
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ausencia de otros factores como Jun (Martinez et al., 2015). Por otro lado, la inhibicién que
provoca el aumento de cAMP también inhibe la activacion de PI3K, lo que lleva a la
inhibicion de PDK1 (Kim and Suresh, 2013) interfiriendo en la activaciéon de NFkB. (Hwang
et al., 2020). El factor de transcripcion NFkB estd relacionado con la sobrevida celular, con
funciones anti apoptoticas y de proliferacién (Gerondakis and Siebenlist, 2010). Dilucidar
gue via se encuentra mas afectada por la adenosina producida por CD73, serdn los préximos
desafios que plantea este trabajo, ya que podemos inferir que estas vias son afectadas por
CD73. La regulacion de la expresidn transcripcional cambia en la medida que las células se
estan activando, en la variacién de la abundancia de proteinas y con ello la formacién de
distintos complejos proteicos, que tienen diferentes consecuencias en la célula

(Papavassiliou and Musti, 2020).

En conjunto los datos en nuestro trabajo nos permiten tener una idea general del efecto
de la produccién de adenosina por CD73, donde la senalizacién adenosinérgica esta
presente durante la diferenciacion de las células T CD8+ virgenes a células citotéxicas. CD73
participa en la regulacion de la activacion de las células T CD8+, como un punto de control,
para frenar la sobre activacion de las células inmunes inhibiendo el programa efector de las
células, lo que se traduce en menor expresién de CD25, menor produccién de citoquinas y
granzima B. Estos datos sugieren a CD73 como blanco terapéutico para terapias
antitumorales, donde el foco sea inhibir la produccidén de adenosina, con el fin de potenciar

la actividad efectora de las células CD8+.
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8. CONCLUSIONES

La suma de nuestros resultados demuestra que CD73 se encuentra presente y funcional
en las células CD8+ virgenes y aumenta su expresion a medida que las células se activan.
Las células activadas también expresan el principal receptor de adenosina A2AR, lo cual
indica que los linfocitos T CD8+ poseen los componentes necesarios para la sefializacion
adenosinérgica. Mas aun, demostramos que CD73 reduce la activacion de los linfocitos T
CD8+, su programa efector y su capacidad citotdxica. De esta forma concluimos que la
produccién de adenosina mediada por CD73 limita la diferenciacidn y activacidon de los
linfocitos T CD8+, por lo cual postulamos que esta enzima puede ser considerada como un

mecanismo de control de la activacion linfocitaria.
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